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1ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Связь исследования с крупными научными программами (проек-
тами) и темами. Диссертационная работа выполнена в рамках договора о 
научно-техническом сотрудничестве между УО «Витебский государствен-
ный медицинский университет» и научно-фармацевтическим центром РУП 
«Белмедпрепараты» и является частью плана НИР данного университета (ре-
гистрационный номер № 20033500 от 2.10.03). 
Цель и задачи исследования. Цель работы заключалась в разработке и 
применении высокочувствительных и селективных хроматографических ме-
тодик для стандартизации и оценки стабильности лекарственных средств на 
основе производных пиримидина. Для реализации цели поставлены следую-
щие задачи: 
 Исследовать хроматографическое поведение изучаемых веществ в 
тонких слоях силикагеля при изменении параметров хроматографической 
системы. На основе проведенных исследований разработать методики анали-
за, позволяющие идентифицировать действующие вещества и определять в 
них родственные примеси методом ТСХ. 
 Исследовать влияние концентрации органического модификатора, 
значений рН и концентрации буферного раствора, а также добавления ион-
парных реагентов на хроматографические характеристики производных пи-
римидина в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ.  
 Оптимизировать условия определения производных пиримидина. 
Разработать методики количественного определения противогерпетических 
веществ и возможных примесей в лекарственных средствах. Провести вали-
дацию методик. 
 Оценить стабильность субстанции О,2’-циклоцитидин-5’-
фосфорной кислоты (цЦМФ) в стрессовых условиях (кислотный и щелочной 
гидролиз, окисление, нагревание) и комбинированных мазей противогерпе-
тического действия на основе аномальных нуклеозидов (ацикловир или 
цЦМФ) и экранированного фенола (бутаминофен) при длительном хранении. 
Объектами исследования в диссертационной работе служили моноцик-
лические производные пиримидина (5 веществ), бициклические производные 
пиримидина с имидазолом (12 веществ) и с пиразолом (1 вещество). 
Положения, выносимые на защиту.  
1. Влияние различных факторов (содержание полярного модифика-
тора, значение рН и концентрации буферного раствора подвижной фазы) на 
удерживание производных пиримидина в ТСХ и ВЭЖХ. Обоснование опти-
мальных условий хроматографического определения изучаемых веществ. 
22. Результаты исследований связи между структурой и удерживани-
ем изучаемых веществ в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ при изменении 
параметров хроматографирования. 
3. Высокочувствительные, точные и экспрессные методики анализа
лекарственных веществ производных пиримидина в лекарственных средст-
вах и растительных объектах методами жидкостной хроматографии (ТСХ и 
ВЭЖХ). 
4. Результаты исследования стабильности комбинированных
противогерпетических мазей и субстанции цЦМФ. 
Личный вклад соискателя. В диссертационной работе изложены ре-
зультаты исследований, полученные соискателем лично. Участие автора в 
исследованиях, включенных в диссертационную работу, состояло в непо-
средственном проведении эксперимента, обобщении полученных данных, 
подготовке научных публикаций. Научными руководителями оказывалась 
консультативная помощь по методологии и выбору наиболее значимых на-
правлений, математическому описанию некоторых результатов, а также под-
готовке статей к опубликованию в печати. Участие соавторов заключалось 
как в проведении совместных исследований по согласованному плану (Губи-
на Л.П., Залашко Л.М., Марченко С.И., Моисеева А.М.), так и в обсуждении 
полученных результатов и научных консультациях (Трухачева Т.В.). 
Апробация результатов диссертации. Материалы диссертации 
доложены на VII Республиканской научно-технической конференции 
студентов и аспирантов (Минск, 2003); 59-й, 60-й и 61-й научных сессиях 
ВГМУ (Витебск, 2004, 2005, 2006); на VII съезде фармацевтов Республики 
Беларусь (Витебск, 2004); 58-й итоговой научной конференции студентов и 
молодых ученых ВГМУ (Витебск, 2006); III и IV Международных научно-
практических конференциях «Студенческая медицинская наука XXI века» 
(Витебск, 2003, 2004); на расширенном заседании научно-технического Со-
вета РУП «Белмедпрепараты» (Минск, 2006).  
Опубликованность результатов диссертации. По теме диссертации 
опубликовано 8 статей в рецензируемых научных журналах, 1 статья в сбор-
нике научных трудов и 9 тезисов докладов (общим объемом 3,8 авторских 
листа), в которых изложены основные результаты выполненных исследова-
ний.  
Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из 
введения, общей характеристики работы, обзора литературы, четырех глав 
собственных экспериментальных исследований, заключения, библиографи-
ческого списка и приложений. Полный объем диссертации составляет 161 
страницу, в том числе 48 таблиц на 26 страницах, 49 рисунков на 25 страни-
3цах, приложения на 32 страницах. Библиографический список включает 252 
наименования на 22 страницах. 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Глава 1 Аналитический обзор литературы 
В главе проведен анализ литературных данных по современным мето-
дам определения производных пиримидина в различных объектах. Особое 
внимание уделено хроматографическим методам определения изучаемых 
веществ. Приведены схемы синтеза противогерпетических лекарственных 
веществ. 
Глава 2 Исследование хроматографического поведения  
производных пиримидина в тонких слоях силикагеля 
Элюирующая сила подвижной фазы (ПФ) в хроматографии определя-
ется не только природой растворителей, но и механизмом разделения на сор-
бенте. Обычно элюирующая сила бинарных и многокомпонентных раствори-
телей находится в интервале соответствующих значений чистых компонен-
тов. В то же время, элюирующая сила смешанного растворителя неаддитивно 
меняется в зависимости от концентрации полярного модификатора. Добавле-
ние незначительного объема полярного модификатора к ПФ приводит к рез-
кому увеличению элюирующей силы, при дальнейшем добавлении модифи-
катора элюирующая сила ПФ увеличивается более монотонно. При этом со-
блюдается тенденция – чем больше элюирующая сила полярного модифика-
тора, тем резче и выше скачок элюирующей способности ПФ. 
Нами изучалась зависимость подвижности производных пиримидина в 
условиях нормально-фазовой ТСХ на силикагеле при добавлении в ПФ к 
слабополярному растворителю (ацетон) полярного модификатора (вода). Для 
хроматографирования использовали пластины заводского производства с за-
крепленным слоем силикагеля, флуоресцирующие в ультрафиолетовом спек-
тре: «Сорбфил ПТСХ П-В-УФ» (Россия) и «Силуфол УФ-254» (Чехия). 
Для обработки полученных результатов применяли модель, предло-
женную Сочевинским для нормально-фазовой хроматографии, рассматри-
вающую процессы удерживания при использовании бинарных смесей рас-
творителей (таблица 1). В ней предполагается наличие отдельных адсорбци-
онных центров на поверхности сорбента, покрытых более полярным компо-
нентом. Данная модель описывается уравнением: 
lgk’=a + blgNb (1), 
4где k’ – коэффициент емкости сорбента по отношению к веществу, 
равный (1-Rf)/Rf, т.е. соотношение количества образца в неподвижной фазе с 
количеством образца в ПФ при равновесии, 
 Nb – мольная доля более полярного компонента ПФ, 
a и b – постоянные, характеризующие компоненты растворителя. 
После обработки данных, представленных в таблице 1, оказалось, что 
уравнение 1 для производных пиримидина соблюдается в диапазоне концен-
трации полярного модификатора 1-50% (мольная доля 0,040-0,803), коэффи-
циент корреляции уравнения Сочевинского для большинства соединений 
превышает 0,95. Исключение составляют сильнополярные вещества – адено-
зин-5’-трифосфорная кислота (АТФ) и цитидин-5’-фосфорная кислота 
(ЦМФ), для которых не удается описать механизм удерживания с помощью 
данной модели. 
Таблица 1 - Влияние концентрации полярного модификатора (вода) на 
подвижность некоторых производных пиримидина 
Значение коэффициентов емкости при различной объемной доле (% по объему) полярно-
го модификатора 
1 
(100) 
0,974 
(90) 
0,942 
(80) 
0,905 
(70) 
0,86 
(60) 
0,803 
(50) 
0,732 
(40) 
0,637 
(30) 
0,505 
(20) 
0,312 
(10) 
0,146 
(4) 
0,04 
(1) 
Циклоцитидин 16,5 6,81 2,65 1,74 1,87 3,42 4,26 12,9 12,9 19,8 42,5 82,3 
Цитидин 0,23 0,12 0,10 0,09 0,11 0,14 0,11 0,17 0,32 0,91 3,15 12,2 
цЦМФ 0,40 0,25 0,28 0,33 0,41 0,53 0,75 7,33 26,8 - - - 
ЦМФ 0,09 0,08 0,06 0,08 0,09 0,14 0,13 0,14 7,33 - - - 
Цитозин 0,39 0,22 0,13 0,15 0,15 0,18 0,18 0,24 0,46 1,16 4,43 20,3 
Ксантинола нико-
тинат 13,5 4,32 2,00 1,40 1,10 0,77 0,84 0,95 1,21 1,68 3,59 7,48 
Кофеин 0,78 0,35 0,26 0,24 0,20 0,15 0,17 0,23 0,29 0,30 0,53 0,70 
Теобромин 0,55 0,31 0,21 0,20 0,18 0,15 0,19 0,25 0,31 0,34 0,64 0,85 
Теофиллин 0,33 0,20 0,14 0,15 0,12 0,10 0,11 0,17 0,22 0,24 0,47 0,67 
Пентоксифиллин 1,53 0,52 0,30 0,29 0,22 0,15 0,19 0,18 0,25 0,26 0,45 0,52 
Аденин 0,58 0,30 0,25 0,23 0,18 0,14 0,14 0,20 0,28 0,49 1,00 2,07 
Аденозин 0,26 0,13 0,12 0,10 0,10 0,09 0,13 0,2 0,26 0,39 0,79 1,46 
Ацикловир 0,43 0,19 0,15 0,15 0,12 0,15 0,14 0,23 0,32 0,63 2,07 5,62 
Гуанозин 0,18 0,12 0,08 0,06 0,12 0,12 0,08 0,20 0,21 0,67 1,87 7,62 
Аллопуринол 0,16 0,08 0,05 0,09 0,06 0,05 0,08 0,09 0,15 0,20 0,43 0,56 
АТФ 0,06 0,06 0,02 0,05 0,11 0,09 0,17 4,32 40,7 82,3 82,3 82,3 
Рибоксин 0,14 0,10 0,08 0,10 0,09 0,10 0,11 0,13 0,25 0,43 1,26 4,26 
5Для веществ с полярными функциональными группами характерны 
специфические взаимодействия с сорбентом. Значение рН подвижной фазы 
влияет на процесс хроматографирования веществ, способных существовать 
как в протонированной, так и в непротонированной форме. В эксперименте 
мы проводили оценку влияния рН (в диапазоне от 1,5 до 11) подвижной фазы 
(0,05 М раствор Na2HPO4, до нужного значения рН доводили H3PO4 или 
NaOH) на подвижность ионогенных производных пиримидина (аденин, аде-
нозин, аллопуринол, ацикловир, кофеин, теобромин, теофиллин, цитидин, 
цитозин). 
Точки перегиба кривых зависимости Rf от значения рН подвижной фа-
зы находились примерно в области значения констант ионизации веществ. За 
счет изменения рН подвижной фазы достигнуто изменение значения Rf изу-
чаемых веществ на 5-10%, что делало возможным разделение сходных по 
структуре веществ. 
В ходе эксперимента наилучшего разделения производных пиримиди-
на (циклоцитидина, цитидина, цЦМФ, ЦМФ и цитозина) удалось достигнуть 
при использовании в качестве ПФ 0,05 М водного раствора гидрофосфата на-
трия (рН=8,0). Разделение проводилось на пластинах «Сорбфил ПТСХ П-В-
УФ» (Россия), стоимость которых в несколько раз ниже стоимости пластин, 
рекомендуемых в НД (пластины Cellulose F-254 фирм «Merck» или «Fluka»). 
При этом селективность разделения веществ в разработанной методике луч-
ше, а для приготовления ПФ не используется токсичный растворитель – н-
бутиловый спирт. 
Глава 3 Изучение закономерностей сорбции производных пи-
римидина в обращено-фазовой ВЭЖХ 
Исследования выполняли на микроколоночном жидкостном хромато-
графе «Милихром-4» (Россия), снабженным спектрофотометрическим 
детектором (УФ-область). Регистрацию осуществляли при длине волны – 260 
нм. Для исследований использовали колонку из нержавеющей стали (802 
мм), заполненную сорбентом Нуклеосил 100 С-18, 5 мкм (обращено-фазовый 
вариант ВЭЖХ). В качестве модификаторов ПФ использовали ацетонитрил и 
метанол. Разделение проводили в ПФ, содержащей от 1 до 50% (по объему) 
ацетонитрила или метанола. Коэффициенты емкости для изучаемых веществ 
приведены в таблице 2. 
6Таблица 2 - Коэффициенты емкости изучаемых веществ при различных 
концентрациях ацетонитрила в подвижной фазе 
Значение коэффициента емкости при различной концентрации ацетонитрила в ПФ, % 
1% 2,5% 5% 10% 15% 20% 30% 50% 
Цитозин 2,02 1,59 1,32 1,13 1,10 1,06 0,79 0,64 
Циклоцитидин  2,73 1,89 1,43 0,97 0,89 0,83 0,59 0,56 
Цитидин 3,15 2,08 1,41 1,14 0,88 0,84 0,64 0,62 
ЦМФ 0,59 0,45 0,30 0,25 0,22 0,29 0,15 0,15 
ЦЦМФ 0,89 0,78 0,69 0,62 0,58 0,57 0,48 0,37 
Аденин 15,58 9,01 4,89 2,38 1,65 1,27 1,05 0,69 
Аденозин  17,23 7,15 2,35 1,38 1,11 0,67 0,51 
АТФ 0,62 0,29 0,38 0,27 0,26 0,26 0,17 0,16 
Аллопуринол 7,04 4,54 2,63 1,48 1,15 1,10 0,91 0,58 
Ацикловир 9,90 5,43 2,78 1,37 1,12 0,79 0,62 0,48 
Гуанин 3,88 2,31 1,23 0,71 0,63 0,57 0,51 0,39 
Гуанозин 11,68 6,01 2,82 1,28 1,10 1,05 0,66 0,45 
Кофеин  34,17 9,76 4,62 2,85 1,46 0,93 
Ксантинола нико-
тинат 1,21 1,05 0,73 0,44 0,40 0,40 0,26 0,25 
Рибоксин 6,01 3,41 2,18 1,04 0,82 0,75 0,56 0,53 
Теобромин  19,00 8,54 3,10 1,83 1,31 1,05 0,79 
Теофиллин  13,58 4,54 2,49 1,61 1,06 0,82 
Пентоксифиллин 19,97 7,63 2,66 1,18 
Удерживание производных пиримидина в жидкостной хроматографии 
описывали при помощи моделей удерживания. Для оценки влияния концен-
трации органического растворителя (т.е. компонента, обладающего более 
сильной элюирующей способностью в обращено-фазовой хроматографии) на 
коэффициент емкости хроматографируемых веществ использовали модели 
Снайдера-Сочевинского (lg k’= b – plg C), Яндера-Хурачека (lg k’ = a – mc + 
pc2) и  Скотта-Кучеры (1/k’= a + xM). 
Хроматографические параметры всех веществ удовлетворительно опи-
сываются при помощи модели Снайдера-Сочевинского – коэффициент кор-
реляции уравнения более 0,95. Основываясь на экспериментальных данных, 
можно утверждать, что уравнение Яндеры-Хурачека хорошо описывает про-
цесс удерживания гидрофильных соединений при высоких концентрациях 
органического модификатора в ПФ (свыше 30%), но при низких концентра-
циях модификатора в ПФ использование уравнения Снайдера-Сочевинского 
7предпочтительнее. Уравнение Скотта-Кучеры можно применять для описа-
ния удерживания гидрофобных веществ. 
Для характеристики удерживания как функции рН при значениях, 
близких к константе ионизации образца, получены сложные сигмовидные 
кривые (рисунок 1). Они напоминают кривые титрования, при этом точка пе-
региба соответствует равенству концентраций нейтральной и заряженной 
форм. Следовательно, изучение зависимости коэффициентов емкости от рН 
буферного раствора в ПФ может быть использовано для определения кон-
стант ионизации органических кислот и оснований. 
Рисунок 1 - Зависимость удерживания некоторых производных пи-
римидина от значения рН ПФ. 
Качественно новые свойства могут приобретать хроматографические 
системы, в состав которых введен динамический модификатор. Под этим 
термином понимается соединение, которое постоянно поступает в колонку с 
ПФ и, находясь в динамическом равновесии с другими компонентами систе-
мы, изменяет механизм сорбции и селективность хроматографической сис-
темы. Одним из наиболее важных направлений динамического 
модифицирования ПФ является ион-парная хроматография. Особое значение 
этот метод приобретает при хроматографирования ионогенных соединений 
на неполярных сорбентах. Для разделения оснований используются 
натриевые соли алкилсульфокислот с числом атомов углерода 4-12, для 
разделения кислот – соли тетраалкиламмония. 
В ходе эксперимента исследовали влияние длины углеводородной цепи 
(состоящей из шести, семи, восьми и двенадцати атомов углерода) на коэф-
фициент емкости производных пиримидина. Для обеспечения более высокой 
ассоциации ион-парного реагента (ИПР) с сорбатом создавали значение 
рН=2,5 при помощи 0,05 М раствора Na2HPO4, который доводили до нужного 
значения рН концентрированной ортофосфорной кислотой. Концентрация 
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8ИПР составляла 0,005 М, что достаточно для проявления модифицирующего 
эффекта (0,01-0,001 М). 
Зависимость коэффициента емкости соединений от длины углеводо-
родного радикала ИПР в ПФ описывается уравнением: 
lg k’= alg N +d (2), 
где N – число атомов углерода в молекуле ИПР; 
a – угловой коэффициент, характеризующий заряд катиона при данных 
условиях; 
d – коэффициент, характеризующий степень специфического взаимо-
действия сорбата с ПФ. 
Таблица 3 - Коэффициенты емкости и коэффициенты уравнения 2 для 
изучаемых веществ при модифицировании ПФ различными ИПР 
Длина углеродной цепи в соли алкилсульфокислоты 
Без ИПР Гексил- Гептил- Октил- Додецил- 
Коэффициенты 
корреляции 
уравнения 2 
Аденин 0,63 0,82 1,12 1,74 11,50 0,99
Аденозин 0,68 0,85 1,07 1,50 5,45 0,99
АТФ 0,37 0,32 0,27 0,24 0,17 1,00
Аллопуринол 0,79 0,83 0,82 0,80 0,60 0,95
Ацикловир 0,75 0,80 0,87 0,98 2,27 0,97
Гуанин 0,61 0,71 0,89 1,37 3,98 1,00
Гуанозин 0,73 0,73 0,79 0,89 1,66 0,98
Кофеин 5,47 5,14 4,83 4,39 2,77 0,98
Ксантинола ни-
котинат 1,95 2,65 3,79 5,22 20,20 1,00
Рибоксин 0,70 0,66 0,66 0,63 0,51 0,96
Теобромин 1,83 1,79 1,66 1,61 0,98 0,97
Теофиллин 2,58 2,52 2,33 2,29 1,38 0,96
Пентоксифиллин 26,01 24,69 22,56 18,17 8,30 0,99 
Цитозин 0,48 0,62 0,83 1,24 9,38 0,98
Цитидин 0,50 0,63 0,84 1,24 5,79 0,99
Циклоцитидин 0,53 0,69 0,89 1,26 6,30 0,99
ЦМФ 0,40 0,39 0,39 0,38 0,46 0,86
ЦЦМФ 0,44 0,41 0,41 0,43 0,65 0,95
Как видно из таблицы 3, для соединений, способных при данном зна-
чении рН образовывать с ИПР адсорбированный комплекс (аденин, адено-
зин, ацикловир, гуанин, гуанозин, цитидин, цитозин, циклоцитидин, ЦМФ, 
9цЦМФ), характерно увеличение коэффициента емкости с увеличением длины 
алкильного радикала в противоионе. При значении рН ПФ равной 2,5 часть 
исследуемых производных пиримидина находится в неионизированной фор-
ме. Для этих соединений коэффициент емкости будет снижаться с удлинени-
ем углеводородного скелета ИПР, что, по-видимому, связано с конкурентны-
ми взаимодействиями соли алкилсульфокислоты и вещества с сорбентом. 
Сорбция изучаемых соединений подчиняется уравнению 2 (коэффициент 
корреляции для большинства соединений выше 0,95). 
Глава 4 Разработка методик определения производных пири-
мидина и бутаминофена хроматографическими методами 
В рамках выполнения государственной программы РБ о создании но-
вых лекарственных средств научно-фармацевтическим центром РУП «Бел-
медпрепараты» было предложено создать комбинированные противогерпе-
тические мази на основе аномального нуклеозида (ацикловира или циклоци-
тидинмонофосфата) и специфического ингибитора (бутаминофена). При раз-
работке нормативной документации на них необходимы методики анализа, 
позволяющие проводить определение каждого из действующих веществ, по-
этому были разработаны методики определения и производных пиримидина 
(ацикловира или циклоцитидинмонофосфата) и бутаминофена, а также воз-
можных примесей в них методом жидкостной хроматографии.  
Методики разрабатывали и валидировали на жидкостном хроматографе 
фирмы Agilent 1100, в комплекте с системой подачи и дегазации на четыре 
растворителя, диодно-матричным детектором, термостатом колонок, устрой-
ством для автоматического ввода образцов. Сбор данных, обработка хрома-
тограмм и спектров поглощения проводилась с помощью программы Agilent 
ChemStation for LC 3D. 
При выполнении анализа ацикловирсодержащих лекарственных 
средств методом ВЭЖХ чаще всего применяют подвижные фазы со значени-
ем рН 3,5 и меньше. Однако при таких значениях рН подвижной фазы основ-
ная примесь ацикловирсодержащих лекарственных средств – гуанин – нахо-
дится в двух формах (протонированной и непротонированной – показатель 
константы ионизации гуанина равен 3,3) и, следовательно, на хроматограмме 
гуанин может присутствовать в виде двух пиков. Также, при использовании 
подвижной фазы без органического модификатора (например, в USP-2001 
используется ПФ: вода и уксусная кислота 1000:1 по объему) снижается ре-
сурс хроматографической колонки с привитыми гидрофобными группами. В 
этом случае поверхность групп не покрыта слоем органического растворите-
ля и из-за этого происходит необратимый процесс взаимодействия между са-
мими группами, так называемое «слипание» групп. 
10
Определение ацикловира в ЛС проводили на хроматографической ко-
лонке Zorbax StableBond C-18 2504,6 мм, размер частиц 5 мкм (рисунок 2). 
Подвижная фаза: 0,01 М раствор дигидрофосфата калия рН=5,0 и ацетонит-
рил в соотношении 95:5 (по объему), скорость подачи подвижной фазы 1 
мл/мин, объем пробы 10 мкл. Длина волны детекции 254 нм, температура ко-
лонки 40°С. Градуировочный график линеен при концентрациях ацикловира 
10 – 200 мкг/мл. Относительное стандартное отклонение RSD% (для n=5) при 
содержании ацикловира 100 мкг/мл (концентрация рабочего стандартного 
образца – РСО) составляло 0,2%, при других концентрациях RSD% не пре-
вышало 1%. Относительное стандартное отклонение (для n=5) при содержа-
нии гуанина 1 мкг/мл (т.е. концентрация, близкая к допустимой норме со-
держания гуанина как примеси в РСО) составляло 1,0%, при других концен-
трациях RSD% не превышало 5%. Методика апробирована при анализе ле-
карственных форм ацикловира различных производителей (таблетки, мази, 
субстанции). 
Рисунок 2 - Хроматограмма рабочего стандартного образца  
ацикловира (основной пик) и примеси (гуанин, не более 0,7% в 
ЛС). 
Выбор оптимальных условий проведения анализа цЦМФ и примесей 
методом ВЭЖХ осуществляли на основании проведенных ранее исследова-
ний по закономерностям сорбции данных веществ при различных значениях 
рН ПФ в условиях ОФ хроматографирования. Наилучшее разделение данных 
веществ было достигнуто при применении колонки, заполненной силикаге-
лем с привитыми алкильными группами Zorbax StableBond C-8 2504,6 мм, 
размер частиц 5 мкм (рисунок 3). Подвижная фаза: 0,01 М раствор KH2PO4 
(рН=3,0), скорость подачи ПФ 1 мл/мин, объем пробы 10 мкл. Длина волны 
детекции 262 нм, температура колонки 20°С. Рассчитанные значения RSD% 
для пика основного вещества – цЦМФ – не превышали 1% (в диапазоне кон-
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центраций 20-400 мкг/мл), для примесей – циклоцитидина, цитидина, ЦМФ, 
цитозина – не превышали 5% (при концентрациях 2-40 мкг/мл), т.е. находи-
лись в пределах, рекомендованных для количественного анализа ЛС. Мето-
дика была апробирована при анализе мази «Нуклеавир» 5% производства 
РУП «Белмедпрепараты» (серия 010805). Количественное содержание 
цЦМФ, определенное методом ВЭЖХ, составляло 5,41% (при определении 
методом регламентируемом в НД – УФ-спектрофотометрия – 5,48%). Содер-
жание посторонних примесей составляло 0,6 % (допускается 5%). 
Рисунок 3 -Хроматограмма модельной смеси цЦМФ (основной 
пик) и возможных примесей. 
Для анализа бутаминофена и примесей в субстанции и мази использо-
вали колонку Zorbax StableBond C-18 2504,6 мм, размер частиц 5 мкм (ри-
сунок 4). ПФ: бидистиллированная вода и ацетонитрил в соотношении 20:80 
(по объему), скорость подачи подвижной фазы 1 мл/мин, объем пробы 10 
мкл. Длина волны детекции 284 нм, температура колонки 40°С.  
Рисунок 4 - Хроматограмма модельной смеси бутаминофена (основной 
пик) и возможных примесей. 
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Градуировочный график линеен при концентрациях бутаминофена 20–
250 мкг/мл. Относительное стандартное отклонение (для n=5) при содержа-
нии бутаминофена 100 мкг/мл (концентрация РСО) составляло 0,1%, при 
других концентрациях RSD% не превышало 1%, а для примесей: пирокате-
хин, 4-трет-бутилпирокатехин, 3,5-ди-трет-бутилпирокатехин не превы-
шало 5%. Методика была апробирована при анализе мази «Бутаминофен» 2% 
производства РУП «Белмедпрепараты» (серии 010203 и 010804), количест-
венное содержание бутаминофена, определенное методом ВЭЖХ, составляло 
1,92% (методом УФ-спектрофотометрии 1,99%). Относительное стандартное 
отклонение результатов определения не превышало рекомендуемых 2% для 
действующего вещества. Содержание посторонних примесей не превышало 
3%. 
Глава 5 Изучение стабильности лекарственных средств на ос-
нове ацикловира, циклоцитидинмонофосфата и бутаминофена 
Для проведения стресс-теста на устойчивость цЦМФ к действию ки-
слот и щелочей готовили 0,02% растворы цЦМФ в 0,1 и 0,01 M HCl (кислая 
среда), в бидистиллированной воде (нейтральная среда), в 0,01 M Na2HPO4, в 
0,01 и 0,1 М NaOH (щелочная среда); к действию окислителей – 0,02% рас-
творы цЦМФ в 1% и 3% растворе пероксида водорода; к действию катионов 
тяжелых металлов – 0,02% растворы цЦМФ в 0,05 M растворах Fe2(SO4)3 и 
CuCl2. Растворы хранили в защищенном от света месте при комнатной тем-
пературе в течение 2-3 недель (проводили периодический контроль). Раствор 
цЦМФ в бидистиллированной воде также подвергали нагреванию на водяной 
бане при температуре 80-90ºС в течение 6 часов. Исходные концентрации 
цЦМФ в растворах определяли через 5-10 минут после приготовления. Далее 
растворы разливали в пенициллиновые флаконы до верха, плотно укупори-
вали и хранили в защищенном от света месте в течение срока. 
В ходе проведенного стресс-теста цЦМФ установлено, что данное ве-
щество нестабильно в растворах щелочей (0,1 и 0,01 М NaOH), относительно 
устойчиво в растворе пероксида водорода (1% и 3%), воде, растворах кислот 
(0,1 и 0,01 М HCl). Присутствие в растворах катионов тяжелых металлов 
(Fe3+ и Cu2+) практически не ускоряло процесс деструкции цЦМФ. 
Идентифицированы основные продукты реакций деструкции цЦМФ в 
водных растворах при различных значениях рН. В кислой и нейтральной 
средах образуется преимущественно циклоцитидин, в щелочной среде и при-
нагревании – цитозинарабинозид-5’-монофосфат и цитозинарабинозид. Наи-
более вероятно, что процесс окисления цЦМФ в растворе пероксида водоро-
да идет в N3 – положение. 
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При определении порядка реакции графическим методом оказалось, 
что реакции деструкции цЦМФ в водных растворах относятся к реакциям 
первого порядка. Рассчитаны константы скорости распада цЦМФ в исследо-
ванных растворах (0,175×10-3 ч-1 в воде, 88,4×10-3 ч-1 при нагревании 80-90ºС, 
0,160×10-3 ч-1 в растворе хлороводородной кислоты, 2,55 и 5,97×10-3 ч-1 в 1 и 
3% растворах пероксида водорода, соответственно). 
Таблица 4 - Некоторые характеристики продуктов деструкции цЦМФ при 
воздействии различных неблагоприятных факторов 
Предполагаемая 
структура 
Относитель-
ный коэф-
фициент 
удерживания 
Максимумы 
поглощения в 
УФ-области  
Масс-спектр 
примесей (ос-
новной ион и его 
осколки), m/z+ 
Условия образования 
цЦМФ 1,00 206; 232; 262 306,5 (226,5; 190,5; 
162,4; 112,1) 
0,72 190 112,1 Только в щелочной сре-
де (рН>10) 
Цитозинарабинозид-5’-
моно-фосфат-N3-оксид 
1,51 216; 282 322,6 (242,6; 206,5; 
178,5; 128,2) 
Только при окислении 
Циклоцитидин 
1,58 206; 232; 262 226,5 (190,5; 162,4; 
112,1) 
Образуется при гидро-
лизе в кислой и ней-
тральной средах 
Цитозинарабинозид-5’-
монофосфат 
2,16 212; 280 324,6 (112,1) Основной продукт дест-
рукции при рН=9-11; 
образуется в небольших 
количествах в кислой и 
нейтральных средах 
Цитозинарабинозид 
5,95 212; 280 244,6 (112,1) Присутствует после по-
явления в пробе преды-
дущего вещества 
При определении сроков годности комбинированных 
противогерпетических мазей действующие вещества вводились в таких же 
количествах, как и в монокомпонентных мазях. После приготовления мази 
расфасовывали в тюбики по 5,0 г, покрытые изнутри клеем БФ-6. 
Концентрации действующих веществ в комбинированных мазях составляли 
5% (ацикловир или цЦМФ) и 2% (бутаминофен). 
Определение сроков годности проводили по методу «ускоренного ста-
рения» при повышенной температуре (40ºС в течение 6 месяцев), а также при 
хранении при температуре 0-5ºС (в холодильнике) и 20ºС (комнатная темпе-
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ратура) в течение двух лет. Контроль качества мазей проводился по следую-
щим показателям: описание, рН, однородность, посторонние примеси, коли-
чественное содержание действующих веществ. Анализы проводили метода-
ми ВЭЖХ (для выявления примесей и количественного содержания дейст-
вующих веществ), спектрофотометрии (количественное содержание), потен-
циометрии (рН водной вытяжки мази). Количественное содержание и посто-
ронние примеси определяли по разработанным нами методикам, остальные 
показатели – согласно Государственной Фармакопеи XI издания. Комбини-
рованная противогерпетическая мазь ацикловира и бутаминофена оказалась 
стабильна по всем показателям при хранении в естественных условиях в те-
чение двух лет. Содержание действующих веществ в мазях оставалось в пре-
делах нормы (93-100%), значение рН водной вытяжки составляло 5,9-6,3. 
Комбинированная противогерпетическая мазь цЦМФ и бутаминофена ста-
бильна по всем показателям при хранении в естественных условиях в течение 
двух лет. Содержание действующих веществ в мазях оставалось в пределах 
нормы (более 95% от исходного содержания для цЦМФ и 90-100% для бута-
минофена), значение рН водной вытяжки составляло 4,8-5,3.  
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Основные научные результаты диссертации 
1. Оценен вклад в элюирующую способность подвижной фазы в
тонкослойной хроматографии производных пиримидина таких важных пара-
метров, как концентрация полярного компонента и значения рН. Оказалось, 
что при увеличении содержания полярного модификатора (вода) в подвиж-
ной фазе до 50-60% происходило изменение коэффициента удерживания по 
уравнению: lgk’ = a + blgNb. Дальнейшее увеличение содержания воды в би-
нарной ПФ до 80-90% на подвижность производных пиримидина практиче-
ски не влияло, а хроматографирование соединений в монокомпонентной ПФ 
(вода) даже приводило к снижению Rf соединений. В качестве оптимальной 
ПФ для разделения цЦМФ и возможных примесей методом ТСХ на силика-
геле был выбран 0,01 М раствор гидрофосфата натрия со значением рН=8,0 
[18]. 
2. Проведена оценка влияния концентрации органического модифи-
катора в ПФ (ацетонитрил и метанол) на удерживание исследуемых веществ 
в обращенно-фазовом варианте ВЭЖХ. Выбраны оптимальные модели для 
описания процесса удерживания гидрофильных (производные пиримидина) и 
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гидрофобных (бутаминофен и примеси) соединений. Экспериментальным 
путем подобраны концентрации органического модификатора, позволяющие 
быстро и надежно разделять группы изучаемых веществ (для определения 
алкилпиримидинов – 10-15%, для определения бутаминофена и примесей оп-
тимальное содержание ацетонитрила в ПФ равно 70-80%). Рассмотрена связь 
между структурой и удерживанием изучаемых веществ для обращенно-
фазовой ВЭЖХ. Наилучшее прогнозирование удерживания веществ достига-
ется при использовании уравнения Шатца [2,12,15].  
3. Исследовано влияние значения рН и концентрации буферного
раствора ПФ на удерживание ионогенных производных пиримидина, а также 
зависимость удерживания производных пиримидина от длины углеводород-
ного радикала ион-парного реагента – алкилсульфокислот в системах с дина-
мическим модифицированием [16]. В качестве подвижной фазы для разделе-
ния цЦМФ и возможных примесей методом ОФ ВЭЖХ был рекомендован 
0,01 М раствор дигидрофосфата калия (рН=3,0), для разделения ацикловира и 
примесей – 0,01 М раствор дигидрофосфата калия (рН=5,0) и ацетонитрил (в 
соотношении 95:5 по объему) [13]. 
4. На основании полученных экспериментальных данных разрабо-
таны методики контроля качества субстанций и лекарственных средств на 
основе ацикловира, бутаминофена и цЦМФ методом ВЭЖХ [3,4]. Методики 
определения ацикловира, цЦМФ и бутаминофена в субстанциях и лекарст-
венных формах отличаются хорошей воспроизводимостью, экспрессностью, 
линейностью в широком диапазоне концентраций веществ, хорошим разде-
лением пиков хроматографируемых веществ (для пика основного вещества 
RSD% менее 1%, линейность при концентрациях 20-200 мкг/мл; для приме-
сей RSD% менее 5%). Разработана методика определения пиримидиновых 
алкалоидов (теобромин, теофиллин, кофеин) в продуктах растительного про-
исхождения (чай, кофе, какао) [5]. 
5. В ходе проведенного стресс-теста на цЦМФ установлено, что
данное вещество нестабильно в щелочной среде (pH=9…12), относительно 
устойчиво в 1% и 3% растворах пероксида водорода, воде, кислой среде 
(рН=1…2). Рассчитаны константы скорости распада цЦМФ в данных раство-
рах. Сняты спектры поглощения в УФ-области, масс-спектры, определены 
коэффициенты удерживания продуктов деструкции цЦМФ [7]. 
6. При хранении комбинированных противогерпетических мазей
ацикловира и бутаминофена, цЦМФ и бутаминофена в обычных условиях 
(5ºС и 20ºС) в течение двух лет не было выявлено взаимодействия между ве-
ществами и основой. Содержание действующих веществ в течение всего сро-
ка хранения оставалось в пределах нормы (90-110%) [17]. 
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Рекомендации по практическому использованию полученных ре-
зультатов  
1. Разработанные методики определения цЦМФ и примесей в
субстанции и лекарственных средствах методами ВЭЖХ и ТСХ, определения 
ацикловира и примесей методом ВЭЖХ, определения бутаминофена и при-
месей методами ТСХ и ВЭЖХ рекомендуется использовать в фармацевтиче-
ском анализе монокомпонентных и комбинированных противогерпетических 
лекарственных средств на их основе. Предложенные методики внедрены в 
практическую работу научно-фармацевтического центра РУП «Белмедпрепа-
раты», получили положительную оценку и рекомендованы к включению в 
фармакопейные статьи на противогерпетические лекарственные средства 
(Приложение Б). Методики анализа ацикловирсодержащих лекарственных 
форм методом ВЭЖХ и УФ-спектрофотометрии внедрены в ГУЗ «Центр 
контроля качества и сертификации лекарственных средств Псковской облас-
ти» (Приложения В, Г). 
2. Экспериментальные данные, полученные при исследовании хро-
матографического поведения производных пиримидина, позволяют в корот-
кий срок проводить разработку методик анализа лекарственных средств и 
биологических объектов, содержащих производные пиримидина, методом 
ВЭЖХ. На их основе разработаны методики контроля качества лекарствен-
ного препарата цитарабин [6] и определения пиримидиновых алкалоидов в 
растительных объектах методом ВЭЖХ (Приложение Д).  
3. Результаты стрессового тестирования субстанции цЦМФ позво-
лили выявить основные факторы, влияющие на химическую стабильность 
вещества. Полученные данные могут быть использованы при разработке ле-
карственных форм и видов упаковок для них, обеспечивающих максималь-
ную степень защиты активных компонентов от деструкции, и обеспечить 
стабильность в течение гарантированного срока годности (Приложение Б). 
4. Для сокращения времени и удобства при проведении серийных
анализов методом ТСХ при нанесении проб на хроматографическую пласти-
ну нами было предложено использовать насос от хроматографа «Милихром-
4» и трафарет для нанесения проб в тонкослойной хроматографии. Получены 
удостоверения на два рационализаторских предложения (Приложение Е, Ж).  
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РЕЗЮМЕ 
Моисеев Дмитрий Владимирович 
Жидкостная хроматография производных пиримидина и стандартизация  
лекарственных средств на их основе  
Ключевые слова: Высокоэффективная жидкостная хроматография, 
тонкослойная хроматография, пиримидины, герпес, ацикловир, циклоцити-
динмонофосфат, бутаминофен. 
Цель работы: Цель работы заключалась в разработке и применении 
высокочувствительных и селективных хроматографических методик для 
стандартизации и оценки стабильности лекарственных средств на основе 
производных пиримидина. 
Методы исследования: жидкостная хроматография (жидкостные хро-
матографы «Милихром-4» и Agilent HP 1100 со спектрофотометрическими 
детекторами, Waters Micromass ZQ 2000 с масс-спектрометрическим детек-
тором и диодно-матричным детектором Waters 996), потенциометрия (ионо-
мер И-160) и фотометрия в УФ-области (спектрофотометры СФ-46 и Shima-
dzu 2401-UV). В качестве объектов исследования в диссертации рассматри-
вались лекарственные вещества, производные пиримидина. 
Впервые изучено влияние состава подвижной фазы (природы и концен-
трации органического модификатора, значения рН, ион-парных реагентов) на 
удерживание производных пиримидина в условиях ТСХ и ВЭЖХ. 
Впервые разработана методика хроматографического определения 
цЦМФ и родственных примесей в субстанциях и лекарственных формах. 
Впервые изучена стабильность субстанции цЦМФ в стрессовых условиях 
(действие кислот, щелочей, температуры, окислителей). Исследована ста-
бильность комбинированных противогерпетических лекарственных форм в 
условиях хранения при различных температурах.  
Усовершенствованы методики качественного и количественного опре-
деления ацикловира, бутаминофена и их возможных примесей в субстанциях 
и лекарственных формах хроматографическими методами, количественного 
определения пиримидиновых алкалоидов в растительных объектах. Методи-
ки отличаются высокой селективностью и чувствительностью, хорошей вос-
производимостью результатов анализа, проведена валидация методик. 
Рекомендации по использованию: включение методик в норматив-
ную документацию на новые комбинированные противогерпетические сред-
ства. 
Область применения: фармацевтический анализ. 
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РЭЗЮМЭ 
Маісееў Дзмітрый Уладзіміравіч 
Вадкасная храматаграфія вытворных пірымідына і стандартызацыя 
лекавых сродкаў на іх аснове  
Ключавыя словы: Высокаэфектыўная вадкасная храматаграфія, 
танкаслойная храматаграфія, пірымідыны, герпес, ацыклавір, 
цыклацытыдынмонафасфат, бутамінафен. 
Мэта даследавання: Распрацоўка і выкарыстанне высокаадчувальных 
і селектыўных храматаграфічных методык для стандартызацыі і 
даследавання стабільнасці лекавых сродкаў на аснове вытворных 
пірымідына. 
Метады даследавання: вадкасная храматаграфія (вадкасныя 
храматографы «Міліхром-4» і Agilent HP 1100 са спектрафотаметрычнымі 
дэтэктарамі, Waters Micromass ZQ 2000 з мас-спектраметрычным дэтэктарам 
і дыедна-матрычным дэтэктарам Waters 996), патэнцыяметрыя (іонамер И-
160) і фотаметрыя ў УФ вобласці (спектрафатометры СФ-46 і Shimadzu 2401-
UV). У якасці аб’ектаў даследавання у дысертацыі разглядаліся лекавыя 
рэчывы, вытворныя пірымідына. 
Упершыню вывучаны ўплыў састава рухомай фазы (прыроды і канцэн-
трацыі арганічнага мадыфікатара, значэння рН, іон-парных рэагентаў) на 
утрымліванне вытворных пірымідына ва ўмовах ТСХ і ВЭВХ.  
Упершыню распрацавана методыка храматаграфічнага вызначэння 
цЦМФ і блізкіх па структуры прымясяў у субстанцыях і лекавых формах. 
Упершыню вывучана стабільнасць субстанцыі цЦМФ у стрэсавых умовах 
(дзеянне кіслот, шчолачаў, тэмпературы, акісляльнікаў). Даследавана 
стабільнасць камбінаваных супрацьгерпетычных лекавых форм ва ўмовах 
захоўвання пры розных тэмпературах.  
Удасканалены методыкі якаснага і колькаснага вызначэння ацыклавіра, 
бутамінафена і іх магчымых прымясяў у субстанцыях і лекавых формах 
храматаграфічнымі метадамі, колькаснага вызначэння пірымідынавых 
алкалоідаў у раслінных аб’ектах. Методыкі вызначаюцца высокай 
селектыўнасцю і адчувальнасцю, добрай сыходнасцю вынікаў аналізу, 
праведзена валідацыя методык. 
Рэкамендацыі па выкарастанню: уключенне методык у нарма-
тыўную дакументацыю на новыя камбініраваныя супрацьгерпетычныя 
сродкі. 
Вобласць выкарыстання: фармацэўтычны аналіз. 
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SUMMARY 
Moiseev Dmitry Vladimirovich  
Liquid chromatography of pyrimidine derivatives and standardization of drugs on 
the base of pyrimidines.  
Key words: High-performance liquid chromatography, thin-layer chroma-
tography, pyrimidines, herpes, acyclovir, cyclocytidinemonophosphate, butamino-
phen. 
The purpose of the investigation is to work out and apply highly sensitive 
and selective chromatographic procedures for the standardization and assessment 
of the stability of pyrimidines drugs. 
The methods of the investigation: Liquid chromatography (chroma-
tographic systems –«Milichrom-4» with spectrophotometric detector, 1100 HPLC 
from Hewlett Packard with diode-array detector, Waters Micromass ZQ 2000 with 
mass-spectrometry and diode-array detectors Waters 996), potentiometry (pH me-
ter I-160) and photometry  in the UV-region (spectrophotometers SP-46 and Shi-
madzu 2401-UV). The objects of investigations were the medical substances of the 
pyrimidine derivatives.  
For the first time the influence of the composition of mobile phase (as nature 
and concentration of organic solvents, рН, ion-pair reagents) on adsorption of the 
pyrimidine derivatives by TLC and HPLC was investigated.  
For the first time the procedures for the chromatographic determination of 
cCMP and related substances in drugs were elaborated. Stability of cCMP were in-
vestigated. Long time stability of combined antiherpetic drugs at different tempera-
tures was investigated.  
The procedures for the chromatographic determination of acyclovir, buta-
minophen and related substances in drugs, the assay of pyrimidines alkaloids in 
plants were carry out. The devised procedures are characterized by high selectivity 
and sensitivity with good precision. The validation of the assay was elaborated.  
Field of the application: pharmaceutical analysis. 
